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tortoise  plasma.  Samples  were  then  incubated  for  30  minutes  at  37°  C.  After 
incubation,  two 75 µl portions were spread onto each of  two separate agar plates. 
The  agar  plates  were  then  incubated  overnight  at  37°  C.  The  total  number  of 
colonies was counted for each of the plates. The resulting number of E. coli colonies 
present  on  the  sample  plates  was  subtracted  from  the mean  number  of  colonies 






smears,  100  total  leukocytes,  not  including  thrombocytes,  were  counted  for  10 
tortoises  (40  total blood samples)  from each of  the  four seasons  (spring,  summer, 
fall, and winter) by one observer (KH). Leukocytes were classified as lymphocytes, 
heterophils, eosiniphils, basophils, monocytes, or azurophils based on their known 
morphology  (Alleman  et  al.,  1992,  Jacobsen  et.  al.,  2007).  Heterophil:  lymphocyte 
ratios were used in statistical analyses.  
Statistical analyses 
  Statistical  analyses  were  run  in  Aabel  (Aabel  3,  Gigawiz  Ltd.  Co.)  with  a 
significance level of α = 0.05. Repeated‐ measure ANOVA (Analysis of Variance) tests 
were used to analyze differences  in both percent of bacteria killed and heterophil: 
lymphocyte  ratios  among  the  four  seasons.  Tukey’s  HSD  tests  were  used  for 
pairwise comparisons when ANOVAs were significant.  
Results 
Bacteriocidal Assay    
  There was a significant effect of season on bacteria killing ability (F3,17=5.17, 
p= 0.003,), with bacteriocidal capacity being lowest in winter (Fig. 1). A mean of  
‐2.25% of bacteria was killed in winter, whereas the mean percents killed for spring, 
summer, and fall were 9.82%, 13.8%, and 19.3%, respectively (Fig. 1) The mean of 
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 ‐2.25% in winter indicates that more E. coli grew when it was combined with the 
tortoise plasma than on the control plates. Bacteriocidal capacity is different 
between fall and winter (Tukey’s HSD; p=0.005), and not different between summer 
and winter (Tukey’s HSD;p=0.16), spring and winter (Tukey’s HSD;p=0.497), 
summer and spring (Tukey’s HSD;p>0.5), summer and fall (Tukey’s HSD;p>0.5), and 
spring and fall (Tukey’s HSD;p=0.497).  
 
Figure 1.  Mean percent of bacteriocidal capacity in four seasons. The bars are the 
95% confidence limits around the mean represented with a horizontal 
line in each bar. The vertical lines are the range of data points, and all 
data points are given is small circles. The equation for calculating the 
percent bacteriocidal capacity is given in the right abscissa legend, and 
the statistics for the testing for any difference among means is given as F 
statistics and p values.  
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Leukocyte profiles 
Season did not have a significant effect on heterophil:lymphocyte ratios (F3,9= 1.4, 
p= 0.27). However, spring had the highest heterophil: lymphocyte ratio of 1.09 (Fig. 
2). The mean heterophil: lymphocyte ratios for summer, fall, and winter were 0.87, 
0.53, and 0.54, respectively. 
 
 
 
Figure 2. Mean ratio of the number of heterophils to the number of lymphocytes for 
all seasons. The bars represent the 95% confidence limits around the 
mean represented with a horizontal line in each bar. The vertical lines are 
the range of data points, and all data points are given is small circles. The 
statistics for the testing for any difference among means is given as F 
statistics and p values. 
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Discussion 
  Seasonal variations in immune responses exist in both endothermic and 
ectothermic vertebrate species (Zapata et al., 1992, Martin et al., 2008, Nelson and 
Demas, 2004). In ectotherms, seasonal variation in immunity can be influenced by 
many biological factors, such as temperature, sex, reproductive status, and 
endogenous corticosterone levels. Reported here, is the first study on desert 
tortoises, which examined two aspects of the immune system: innate immunity via 
natural antibodies and complement, and corticosterone levels via relative amounts 
of circulating white blood cells.  
  Bacteriocidal capacity was significantly suppressed in winter as compared to 
fall. A similar finding of weak bacteriocidal capacity in the winter was found in a 
bird species, the red knot (Calidris canutus) (Buehler et al., 2008). In Trachemys 
scripta bacteriocidal capacity was lowest in August and September, before the onset 
of winter (Zimmerman et al., 2010). Many studies on reptiles indicate that immune 
tissues and adaptive immunity are lower during winter (Hussein et al., 1979, El Ridi 
et al., 1981, Saad and El Ridi, 1988, Munoz et al., 2000). Our results similarly indicate 
a general suppression in immune function during colder times of the year.  
  Heterophil: lymphocyte ratios ‐ and by implication, corticosterone levels – 
showed no seasonal patterns  Unlike our captive group of tortoises, a wild tortoise 
population showed increases in corticosterone in the spring, possibly due to higher 
activity levels due to foraging and mating during that season (Lance et al., 2001).  
  Here, the lower immune function in the winter seems unlikely related to 
seasonal patterns in corticosterone levels, and may be due to reduced levels of 
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natural antibodies and complement in winter, which might be mediated by 
physiological and energetic trade‐offs, changing environmental temperatures, and 
photoperiod, along with other hormones that mediate immunity, such as 
testosterone, melatonin, and prolactin (Weil and Nelson, 2011). Determining what 
factors mediate seasonal changes in immune function is difficult without 
experimental manipulations, because these factors interact with and regulate each 
other as well the immune system. Nevertheless, because the tortoises reported upon 
here were kept in relatively constant environmental conditions, and they were not 
reproductively active, factors related to reproduction, testosterone levels, and 
temperature variation, seem likely to be less influential.  
  The data reported here indicate that tortoises have a significant decrease in 
immune function during the winter season. Tortoises are most active in spring, 
when mating and foraging occurs. Because tortoises may be somewhat 
immunosuppressed in late winter and early spring, disease outbreaks in wild 
tortoises might occur more frequently during early spring, at the beginning of the 
active season.  
  In addition to season, the correlated thermal environments likely contribute 
to disease outbreaks in wild tortoises. Wild tortoises have to deal with more 
environmental temperature variation than the captive tortoises reported on here. 
Prior literature has reported that populations of wild tortoises inhabiting areas with 
colder winter temperatures tend to have a higher prevalence of URTD (Sandmeier et 
al., 2013). This could be due to lower temperatures suppressing immune function. 
Reportedly, transitions from a lower temperatures to higher temperatures, may 
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cause a “lag effect” to occur in ectothermic immunity, where ectotherm immune 
systems  “lag” behind temperature changes (Rohr and Raffel, 2010). Thus, tortoise 
populations in cooler regions may be more vulnerable to disease in early spring, as 
they emerge from brumation. 
  This study has shown that tortoise innate immune function is inherently 
suppressed during winter. Corticosterone levels, however, did not show a significant 
seasonal pattern. To understand the importance of seasonal patterns in tortoise 
immunology, future research should focus on analyzing factors other than 
corticosterone levels as possible contributors to immunosuppression during winter, 
such as temperature, reproduction, and activity level. Better understanding of how 
tortoise immune function varies throughout the year is very important because it 
has the potential to inform strategies for effectively managing disease in wild desert 
tortoise populations.  
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